黒豆の色素について by 若泉, 美智子 & Wakaizumi, Michiko
一24一 食物学会誌 ・第19号
黒 豆 の 色 素 に つ い て
若 泉 美 智 子*
On the pigments of Kuromame (Black Soy bean).
Michiko Wakaizumi
緒 言
 黒 豆は豆 科 の大豆(Glycine Max Merri11)の 一一種
で,黒 大 豆 とも呼ば れ てい る。 大 豆 の 原産 地 は 東 亜
で,原 種 は ツル マ メ(G.Soja Sieb. et Zucc)と 考 え
られ て いる。黒豆は煮 豆 として食 用に供 し,正 月料理
の代 表的甘 味 の一 つ とな ってお り,特 別 に は声楽 界 で
薬 として使 用 されて い る。
 黒 豆 の種 皮は暗紫 色を呈 し,Anthocyaninに 属す る、
色素 に関す る研究はWillstatter, Robinson., Karrer
氏等 に よ り,そ の構造 が 明 らかに され て以来著 し く発
展 し,最 近 では呈色反 応,Paper Chromatography,
Column Chromatography, Thin Layer Chromato-
graphy,吸 収 スペ ク トル法等 に よ り微 量の検 出 も可能
に な って いる。
 Anthocyaninは 植 物 の花,葉,果 実,種 子等 に含 ま
れ,紅,青,紫 を呈す る。 天然 に は配糖体 と して存在
し,ア グ リコ ンで あ る。Anthocyanidinと 糖 よ り構成
され てい る。Anthocyaninは 数 多いが, Pelargonidin,
          注1)
Cyanidin, De】phinidinの3種 と,そ の メチルユ ーテ
ル誘 導体 で,糖 の種類,糖,メ チル基 の結 合 の位置 と
数 に よ り色 々 のAnthocyaninを 生 じる。 遊離 の状態
では極 めて不安定 で,単 離 す るに は塩酸,過 塩 素酸,
硫酸,ピ ク リン酸等 の塩 として しなければ な らな い。
植物 の部分 に よ り,Anthocyaninを 抽 出す るに難 易 が
あ る。新鮮 な花弁か らは最 も抽 出純 製 し や す く,果
実,葉,種 子か らは繁雑 であ る。Anthocyaninの 結 晶
註1)
は,多 くは黒紫色,赤 褐色を呈 し金属光沢を有 し,融
点は極めて高 く,著 色のため通常測定は不可能 とされ
ている。酸により紅色,ア ル カリに より紫青色を呈す
る。また3',4'の 炭素 に2個 の水素 基 を有す るAn・
thocyaninは,塩 化第二鉄に より紫青色を呈す る。
 黒豆の種皮の色素に関する研究は,1933～1935年 に
        1)
黒 田チ カ,和 田水 氏等 が 緑 色金属 光沢 の結 晶 を 分離
し,塩 酸 に よる加 水分解 の結 果,Cyanidin chloride
のM・n・91u…ide. C・・H21・ ・1Cl-・12H・・で あ るこ と
が判明 しKuromaminと 命 名 した。 さ らに同氏等 は,
このChlorideか ら生成 したPicrateの 融点, Chloride
の呈色反応,分 配数,吸 収 スペ ク トル及 びKarrer氏
法 に よる糖 の結合位 置 の確 認 に よ り,Kuromaminは
Chrysantheminで あ る こ とを確 認 した。
 私 は黒豆 の種皮 の色素 を究 明 す る た め に, Thin
Layer Chromatographyを 使用 した。 この方法 は,
                      2J
Izmailov, Shraiberに よ り創 始 され, Egon Stah1に
よ り初め て数 量的表 現 と再現 性が備 え られ,吸 着 剤,
装置等 の標 準化,簡 易 化が な され た 。Thin Layer
ChromatographyをPaper Chromatography, Column
Chromatographyと 比 較 す ると,
 (1)微 量 の混合物 を短 時間 に分離 す る。
 (2)吸 着帯が開放 され て い るた め,吸 着帯 の発 色,
検出が容 易で ある。
 (3)吸 着 剤 の粒子 が細 い ので分離 能 が増大 す る。
等 の利点 を持 ってい る。
 私は,黒 豆 の種皮 中のAnthocyaninをPaper Ch o・
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matography, Thin Layer Chromatography,吸 収 ス
ペ ク トル等 に よ り分離 同定 を試み,色 素 の種類 と,そ
れ7y結 合 す る糖に つ いて究 明す るため本実 験を開始 し
た。
実 験 の 部
〔1〕 黒豆の種皮の色素のPaper Chromatography Y
  よる検索
 a)試 料 の調製;北 海道産 の黒豆を水に浸 してむい
た種皮を2°oMethanol-HC1に 浸 し,一 昼夜放置 し減
圧濃縮 したもの。
 b)展 開方法;一 次元上昇法
一25-一
c)沖 紙;東 洋 沸紙No.50(40×2cm)
d)展 開溶媒;
 i)n-Butanol:氷 酢 酸:水=4:1:5の上 層
  (B.A.W).
 ii)n-Butanol:2N一 塩 酸=1:1の 上層(BuHC1>
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 以上 の結果 か ら,溶 媒i),ii)に よる と, Spot 1
溶媒iii)に よるSpot 2はChrysanthemin, Peonin
の文 献値 に近いRf値 を示 した。
〔2〕Thin Layer Chromatographyに よ る検索
 1)黒 豆 の種 皮の色素 のThin Layer Chromato・
graphyに よる分離
 a)試 料 の調製;北 海道産 の黒豆を水 に浸 してむ い
た種 皮を,200Methanol-HCIに浸 し1昼 夜放置 し,
種 皮を除 去 し減圧 濃縮 した もの。 これは変化 し易 く,
T.L.C.の 展開状 態が変 り易い ので,度 々少量ず つ調
製 した。
 b)吸 着剤;ガ ラス プ レ ー ト(20×20cm)1枚 に
つ き用 いた吸 着剤 の原料 の配合 は次 の とお り。
  (Alumina woelm acid
i)厩 石こう








約0.25mmの 薄層を作 り,色 素の分離に用いる場合
一26一
は,上 記 の2倍 量 を用 いて,厚 さ約0.50mmの 薄 層
を作 った。
 i)ま たはii)の 原料 を乳鉢 にて よ く混合 し, Desaga
社製 のセ ッ トを用 いてStahlの 考案 した方法 に よ り薄
層を作 り,し ば ら く風乾 した後,100。Cの 乾燥器 中に
30分 ～1時 間,放 置 して活性 化 した 。
 c)展 開溶媒 の選 択
 まずAnthocyanin ChlorideをPaper Chromato・
graphyに よ って検索す る場 合,使 われ る展 開溶媒か
ら試 みた。n-Butanol:氷 酢酸:水=4:1:5の上 層,
2N-HCI:n-Butanol=1:1の上層,氷 酢 酸:conc
HCl:水=5:1:5の 上 層,1%HCIに よ り分 離 した
が好 ま しい結果 は得 られ なか った。
   4)
 Stahlは 洋種 シ ャクヤ ク (Paeonia officinalis)よ り
得たAnthocyanidinを 分離 す る の に,酢 酸 エチル:
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メチル エチル ケ トン:蟻 酸:水=5:3:1:1を 溶媒 と
してT.L.C.に かけ た報告 が あ るの で,こ の溶 媒 を
用いた 。(第2図 参照)展 開前 線に 出る黄 色 のCarat-
inoidら しいbandを 離 す ためii)酢 酸 エチル:メ チ
ルエ チル ケ トン:蟻 酸:水:ベ ンゼ ン:石 油工 一テル
=5:4:1:1:1:1を 用 いた。(第2図)又,吸 着剤
i)はii)よ り鮮 明に 分離 す る ので,以 後,吸 着剤D
のみ使 用す る ことに した。 今1つ 黄色 のBandが 分離
して きた ので再 び変 え た。 溶 媒iii)酢 酸エチル:メ
チル エチル ケ トン:蟻 酸:水:ベ ンゼ ン:石 油工 一テ
ル=3:5:1:1:2:1で 分離 した。(第2図)こ れ 以
上割合 を変 えて も好 ましい結果 が得 られ な か った の
で,以 後 の実 験は 展開溶媒iii)を 用 いた。
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2)T・LC.に よって分 離 した 各Bandが 単離 で き
ているか否か の検 索
 a)試 料 の調製;黒 豆 の種 皮 の200Methanol-HCl
抽 出濃 縮液を,T. L. C.に よ つて分離 し得 られたBand
1～Band 4を スパー・テルでか き取 り,2%MethanoレHCl
に浸 出させ薄 層を沖別 し減 圧濃 縮 した も の。
       Alumina woelm acid 14 g       I
 b)吸 着剤;{焼 石 こ う       29
       {蒸留 水     20cc
 C)展 開溶媒;酢 酸 エ チル:メ チルエチル ケ トン:





 d)展 開時 間;45分
 e)結 果;第3図 の如 く,Band 1(原 点)を 展 開 さ
せた ものは,Band 2に 相 当す るSpot(淡 茶色)と,
Band 3に 相 当す るSpot(淡 桃色)と, Band 4に 相
当す るSpot(淡 桃 色)が 得 られ た。:..2を 展開 さ
せた ものはBand 2に 相 当す るSpot(茶 褐 色)と,
Band 3に 相 当す るSpot(淡 桃 色)が 得 られ た。
Band 3を 展開 させた ものは, Band 2に 相 当す る
SPot(淡 茶 色)と, Band 3に 相 当す るSpot(桃 色)
が得 られた。Band 4を 展 開 させ た も の は, Band 2
に相 当す るSpot(淡 茶 褐色)1つ を 得,淡 桃色 の
Spot 1つ が上昇 して いたが,途 中で消滅 した。以上,
すべ てのBandは 他のBandに 相当 す るSpotを 含
んで いるが,本 来 のC..に 相 当するSpotが 一番 濃
厚で あ つた ので,一 応 単離 で きて いるとみ な した。
 3)Anthocyanin Chlorideの 加水分解
 a)試 料 の調製;黒 豆 の種 皮 の2%MethanO1-HCl
抽 出濃縮 液を,20×20cm,30枚 の ガ ラス プレー トの
T・L.C.に て分離 し得 られ たBa-d 1～4を20°0"
に溶 か し,吸 着剤 を炉去 した溶液 。
 b)操 作;試 料を 砂浴上 で3分 問沸 と うさせ 急に氷
冷 した後,冷 蔵 庫に放 置 した 。底部 に生 じた暗紅 紫色
沈澱 を遠心 分離 器 で分離 し陶 土板 で乾燥 した。
 c)結 果;い ずれ のBandか らも,粗 ア グ リコンの
赤紫 色粉末 を得た。Band 1か ら30.5 mg, Band 2か
ら11.O n]9, C..3か ら5.O ma, Band 4か ら2.O mg
得 られた 。
 4) ア グ リコンのPaper Chromatographyに こよ る
 検索。
 a)試 料;加 水 分解に よ り得 られた粗 アグ リコ ンを
ア ミル アル コールに溶か した もの。
 b)展 開方 法;一 次元上昇 法。
 c)沸 液;東 洋沸紙NO.50(40×2cm)
 d)展 開溶媒;
  i)n-Butanol:氷 酢酸:水 二4:1:5の 上 層
   (S.A.`V.)
  ii)氷 酢 酸:濃 塩酸:水=30:3:10
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Spotは 途 中で消 滅 した 。
一28一
 f)展 開温度;室 温
 9)結 果
 展開溶媒ii)に よりBand 1,2か ら分離 した アグ
                   8」
リコンはPeonidinのRf値(文 献値)0.63に 近い値
を示 した。Band 3,4か ら分離 した ア グ リコ ンは途 中
で消 滅 した 。
 5)結 合 糖 のPaper Chromatographyに よる検索
 a)試 料;加 水分 解 に よ り得 られ た糖を含 む酸1生母
液 は,燈 赤 色を呈 して い るので,iso-Amylalcoholで
振 り,色 素 をAmylalcoho1へ 移 し, Etherで 振 り取
り,残 存す るEtherは 湯浴上で 蒸発 させ た後,濃 縮 す
る。 この濃 縮液 はFehling液 を還元 した ので, Paper
Chromatographyに かけた 。
 b)展 開 方法;一 次 元上昇法
 c)沖 紙;東 洋沖 紙No.(5040×2cm)
 d)展 開溶媒;n-Butanol:氷 酢 酸:水=4:1:5
の上 層
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 e)展 開時 間;18時 間
 f)発 色法;ア ンモ ニア性 硝酸銀溶 液 を噴霧 して,
100。Cの 乾 温器 中で10分 間,加 熱発色 させた 。
 9)結 果;第5図 の如 く,Band 1～3よ り得た糖 の
溶液か らは,対 象物 のglucoseと 同 じ位 置に,明 瞭な
黒 褐色 のSpot 1個 を認 めた 。 Rf値 は0.19で あ った 。
 6)ア グ リコンの紫外 部,お よび可 視部 吸収 スペ ク
  トルに よる検索
 a)試 料 お よび操作;3)に よ り得 た4つ の粗 アグ
リコンを,微 塩 酸性 アル コール溶液 に溶か し,武 田薬
品KKの ベ ックマ ン 自記分 光光度計DU型 に か け て
いただいた 。
 b)結 果 お よび考察;グ ラフ1を 参 照。Band I～4
の粗 ア グ リコ ンは,535～545mμ の間に小 さなpeak
を示 した。Band 4は,こ の他に255,365 mμ に小 さ
なpeakを 示 した。 これはCyanidinの254,338,511
mμ のpeak(文 献値)に 最 も近い値 で あ る。
原点 ①Bard 1の ア グ リコン





 は っき りしたpeakが 得 られ なか った原 因は配糖体
が充 分に加水分 解 され ていな か ったので はな いか とい
うこ とと,ア グ リコ ンを精製 しなか った こ とが考 え ら
れ るので,今 後 の研究 に期待す る。
〔皿〕 黒 豆 の種 皮のAnthocyanidin Chlorideの 生 成,
  分離,同 定 。
 1) Anthocyanin Chlorideの 生成
 a)試 料の調製;黒 豆1・4kgを 水に しば ら く浸 し,
むいた種 皮を 自然 乾燥 させた もの。
 b)操 作 お よび結 果;
 i)Anthocyanin chlorideの 鉛 塩の生成
  試料 を2%Methanol-HCIに2日間,浸 漬 す る。
得 られた紅 紫色溶液 を沖過 し飽和酢酸鉛 メタ ノール
 溶 液を加 えた。は じめ は塩 化鉛 の白色沈 澱を生 じ,
 次 第に碧 青 色のAnthocyanin Chlorideの 金貸塩 を生
 じた。 この2つ の沈澱 は別 け難 いので,沈 澱 を共 に
 吸 引沖 過 して と り出 し,陶 土板に塗 りつけて デ シケ
 ー ター中で 乾燥 した。
 11)Etherに よるAnthocyanin chlorideの 精製
  i)で 得 られた乾燥 物を,2%Methanol-HCIに溶
か し(青 色溶液 にな る。)底 部 の 不溶解物 を炉 別 し
 (こ の不 溶解物 は まだ青色 を帯びて いた ので,iii)
にて酢酸 で処理 した。)炉 液 に5倍 のEtherを 加 え,
0日 放置 した。暗 紅紫 色 不定形 な ものが器底YY浮 游
 して いたので,こ れを ガ ラス フ ィル ターで源取 し,
 ガ ラス フ ィル ター のま ま,デ シケー ター中 で乾燥 さ
せ ると,暗 紅 紫色 粉末 のAnthocyanin chlorideの 粗
結 晶が得 られ た。 この粗結 晶を再び2°oMethanol-
HC1に 溶 か し,5倍 のEtherを 加 え1日 放 置 す る
 と,暗 紅 紫色粉 末 のAnthocyanin chlorideカ ミ得 ら
れ た。
  111)酢 酸に よるAnthocyanin chlorideの 精製
  ii)か ら得 られ た青色 を帯 び た不溶解 物 を 乳鉢 に
 入 れ,冷 氷酢酸 と共 にす りつぶ し,得 られた紫 色溶
 液 を沸過す る。 この溶 液に5倍 容 のEtherを 加 え
 1日 放 置 した。 暗紅紫 色の不定 形沈 澱が生 じた ため
 沸 別 し,デ シケー ターで 乾 燥 し た。 こ の 乾燥 物 を
 200Methanol-HCIに 溶か して得 られ た紅 色溶液 に
 5倍 容 のEtherを 加え る と器 底 に暗 紅紫 色 の 沈澱
 を生 じた ので沸取 しデシ ケー ター中 で乾燥 した。
 2)Anthocyanin ChlorideのPaper Chromato・
graphyに ょる検索
 a)試 料;
  ① 操 作11)に よ り得 られ たAnthocyanin
 Chlorideをiso-Amylalcoholに溶 か した もの。
  ② 操作iii)に よ り得 られ たAnthocyanin
 Chlorideをiso-Amylalcoholに溶iか した もの。
 b)展 開 方法;一 次 元上昇 法
 c)沖 紙;東 洋炉紙No.50(40×2cm)
 d)展 開溶媒;
  i)n-Butanol:氷 酢 酸=水=4:1:5の 上層
  ii)n-Sutanol:2N-HCI=1:1の上 層
 e)展 開時間;展 開溶媒i)は12時 間,11)は12時 間
 f)展 開温度;室 温
 9)結 果;第6図 参照 。






























 3)紫 外部,お よび可視 部吸収 スペ ク トルに よる検
  索。
 a)試 料;
  ① 黒 豆 の種 皮の色素 の0.1%Methano1-HCI抽
 出液。
  ② 鉛 塩 よ り得たAnthocyanin ChlorideをT・
L.C.に よ り分離 したBand 2の0.1%O Methanol一
 且Cl抽 出液 。
  ③ 鉛 塩 よ り得 たAnthocyanin ChlorideをT・
 L.C.に よ り分離 したBand 3の0.1°o Methanol-
 HC?抽 出液 。
  ④Etherに よ り精製 したCh正orideの0.1%
 P/lethanol-HCI溶 液 。
  ⑤ 酢酸 に よ り精製 したChlorideの0.1°o Me・
 thanol-HC?溶 液。
 b)実 験操作;
 以 上の試料 を島津 自記 光電 分光 光度計 を使 用 し,波
長250～700mμ の間で測 定 した 。
 c)結 果 お よび考察;グ ラフ 匪を参照 。
 第5表 の如 く,試 料 ⑤ の312,363mμ のpeak以 外
は,よ く似 た値を示 した。Anthocyaninと して は,
Mecocyanin, Chrysantheminのpeakの波長 に 近 い
値 を示 し,Anthocyanidinと しては, Cvanidin, Peo・
〔グ ラ フ 皿〕
1 it   1 1
昭和41年12月(1966年)
第5表 粉末 をMethanolに 溶か した もの。
 b)展 開方法;一 次 元上昇 法
 c)沖 紙;東 洋沸紙No.50(40 x 2 cm)
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 i)氷 酢酸:濃 塩酸:水=30:3:10
 ii)虫義酸:濃 塩酸:ガ く==5:2:3
e)展 開時間;16時 間
f)展 開温 度;室 温
9)結 果;第7図 参照
nidinのpeakの 波長文献値 に近 い値 を示 した。
 4)Anthocyaninの 加水分 解
 a)試 料;Etherで 精 製 し て 得 たAnthocyanin
Chlorideと,酢 酸 で 精 製 し て 得 たAnthocyanin
Chlorideを あわせ 用 いた。
 b)実 験操 作;試 料を20%塩 酸溶液に溶 か し,砂 浴
上 で1時 間沸 と うさせ,急 に 氷冷 し冷蔵 庫 に放置 した。
 c)結 果;ア グ リコ ンと思 われ る暗紅 紫色沈 澱 を得
た。沈澱 を沖取 し陶土板 で乾 燥 させ た。
 5) AnthocyanidinのPaper Chromatographyに
  よる検 索
 a)試 料;加 水分解 に よ り得たAnthocyanidinの
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 第6表 の如 くCyanidinのRf値に匹敵 す るので,
黒豆 のAnthocyanidinはCyanidinであ る こ とを確
認 した。
 6)Anthocyanidinの 呈色反 応
 a)実 験操作;Anthocyanidinの 粉末 を, Methanol
に溶か し,第7表 に示す如 き試 薬 を加 えて色 の変 化を
み た。
 6)結 果;第7表 の如 くCyanidinの 呈色 反応 を し
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ソー ダー 勢ルシウ劇 酢 醐 塩化第二鉄
紫 青沈酬 青 沈澱 黄  青
総括および考察
 1)黒 豆 の種皮 の色素は,3種 類 の 溶 媒 を 使 つた
Paper Chromatographyを 行 な った結果,少 な くとも
2個 のAnthocyaninよ りな る ことが判 明 した。 Spot
1はChrysanthemin, Peonin, Mecocyaninに 近 い値
を示 した。
 2)① 黒豆 の種皮 の色素 は,T・LC.に よ り6つ
のBandに 分離 した。
 ②Band 1～4の 加水分解 を 行 ない,粗 ア グ リコン
の粉 末を得 た。(収 量はBand 1か ら30.5 mg, Band
2か ら11.O mg, Band 3か ら5.O mg, Band 4か ら
2.Omgを 得た 。)
 ③Band 1と2の ア グ リコ ンはPaper Chroma一
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            註2)
tographyに よ り, PeonidinのRf値(文献 値)に 近
い値を示 した。Band 4の ア グ リコンは,吸 収 スペ ク
トルに よ りCyanidinのpeak(文献 値)に 最 も 近 い
値 を示 した 。
 ④ 結合 糖はPaper ChromatograPhyの 対照 実験
に よ り,す べてGlucoseで あ る ことを確認 した。
 3)黒 豆(1.4kg)か らAnthocyanin Chlorideを
得,Paper Chromatographyと,吸収 スペ ク トルに                註1)
よ り,AnthocyanidinはCyanidinであ り, Anthoc・
yanidinはChrysanthemin, Mecocyaninの いずれ か
であ る と考 え られ る。
 4)鉛 塩か ら得たAnthocyanin Chlorideを 加水分
解 して ア グ リコンの暗紅紫色 粉末 を得た。 この アグ リ
コ ンは,Paper Chromatographyに こよ りCyanidinで
あ る ことを確認 した。 また アグ リコ ン の 呈 色 反 応 は
Cyanidinの 呈色反応 を示 した 。
 以上 のよ うに,黒 豆 のAnthocyanidinはCyanidin
で あ り,Anthocyaninは,黒 田チ カ,和 田水氏等が確
                     ラ
認 したChrysanthemin又 はMecocyaninで あ ろ うと
推定 した。
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